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The invention relates to a method and a device for determining substances, such as e.g., DNA 
sequences, in a sample. As the substances to be analysed contained in the sample react with 
complementary agents on a reaction support, they are also excited to the extent that they emit 
fluorescent light using the evanescent field of an excitation light. The reaction support has a planar light 
waveguide on its top surface. The immobilised complementary agents are located on said light 
waveguide and either the excitation light or the fluorescent light excited by the evanescent field of the 
same is guided in the planar light waveguide on the top surface of the reaction support, the fluorescent 
light being conveyed to a high-sensitivity resolution detector via a projection lens. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Einrichtung zur Bestimmung von Substanzen, wie z. B. DNA-Sequenzen, in einer Probe 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Einrich- . ' , ' 

tung zur Bestimmung von Substanzen, wie z. B. DNA-Se- 
quenzen, in einer Probe, wobei gleichzeitig zu einer Reak- " 
tion der in der Probe enthaltenen, zu analysierenden Sub- 
stanzen mit Komplementar-Agenzien auf einem Reakti- . 

onstrager eine Anregung derselben zur Fluoreszenz mit- < 
tels des evaneszenten Feldes eines Anregurigslichtes er- 

folgt und der ReaktiorYstrager auf seiner Oberseite einen -.' 
planaren Lichtwellenleiter aufweist, auf dem sich die i.m- 
mobilisierten Komplementar-Agenzien befinden und ent- 
weder das Anregungslicht oder das durch das evaneszen- 
te Feld desselben angeregte Fiuoreszenzlicht in dem pla- 
naren Lichtwellenleiter auf der Oberseite des Reaktions- 
* tragers gefuhrt we rden, wobei das Fiuoreszenzlicht uber * 
eine Abbildungsoptik eipem ortsauflosenden Detektorzu- 
gefuhrt ist. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Einrichtung 
zur Bestimmung von Substanzen, wie z. B. DNA-Sequen- 
zen, in einer Probe, wobei die Substanzen mit MeBpunkten, 
die durch mit den Substanzen reagierenden Komplementar- 
Agenzien, wie z. B. komplementaren DNA-Einzelstrangen, 
gebildet werden, in Kontakt gebracht werden und unter Ein- 
strahlung von Anregungslicht, insbesondere Laseriicht, ein 
Ruoreszenzlicht erzeugt wird, das uber eine Erfassungsein- 
richtung ausgewertet wird. 

Zur Bestimmung von Substanzen in Proben, insbesondere 
zur Feststellung bestimmter DNA-Sequenzen in einer 
Probe, ist die Verwendung von Biochips bekannt. Diese bil- 
den planare Substanztrager, auf deren Oberflache eine Viel- 
zahl von MeBpunkten, z. B. gebildet durch Nukleinsauren 
(komplementare DNA-Einzelstrange) irnmobiiisiert sind, 
wobei diese Chipoberflache mit einer die DNA-Sequenzen 
als zu analysierende Substanzen enthaltenden Probe in Kon- 
takt gebracht werden und die Probe die zu analysiereriden 
Nukleinsauren enthalt. Da jeder Einzelstrang eines Nuklein- 
saure-Molekuls rnit seinem komplementaren Strang eine 
Bindung eingeht, die als Hybridisierung bezeichnet wird, er- 
halt man nach Prufung der einzelnen MeBpunkte hinsicht- 
lich der Anbindung von Probenmolekulen eine Aussage 25 
uber die in der Probe vorhandenen DNA-Sequenzen. Einer 
der Vorteile der Biochip- Analytik besteht darin, daB bis zu 
einigen tausend Hybridisierungsereigriissen parallel auf ei- 
nem Bipchip durchgefuhrt und detektiert werden konnen. 

Entsprechend der Parallelitat der Hybridisierungsereig- 
nisse ist ein Analysator zur Auswertung des Biochips erfbr- 
derlich, der bei- hoher Ortsauflosung eine ebenf alls hohe 
Nachweisempfindlichkeit erreicht. Da ein moglichst gerin- 
ger Aufwand bei def Prbbenvorbehandlung getrieben wer- 
den soil, niuB auBerdem auch eine geringe Zahl von hybridi- 
sierten Molekiilen an den einzelnen MeBpunkten- noch zu- 
yerlassig erkannt werden. 

Die Auswertungsproblematik - wird z. B. aus der 
WO 96/35940 deutlich, bei der auf einem gemeinsamen 
Substrat eine Mehrzahl yon zonaren Wellenleitern verwen- 
det werden und die Sensoren in bestimmten Verteiiungsmu- 
stem angeordnet sind (s. Fig. 3, Fig. 5). 

Die Yorliegende Erfindung zielt demgegenuber auf eine 
betrachtliche Vereinfachung im Aufbau des Reaktionstra- 
gers, wie z. B. eines Biochips, so wie in der zugehorigen -45 
Analysevorrichtung (optischef Detektor) ab. 

Kommerziell erhaltliche Biochip-Reader. arbeiten nach 
dem Scanning-Pririzip. Das Anregungslicht zur Anregung 
der Fluore'szenz tastet hierbei die Oberflache seriell ab. Ent- 
weder wird bei feststehendem Lichtstrahl der Biochip 50 
schnell bewegt oder es wird, zumindest fur eine Bewe- 
gungsrichtung, ein Galvano-Scanner eingesetzt, mit dem def 
Lichtstrahl abgelenkt wird. Das von den Ruorochromen 
emittierte Licht. wird dann mit einem empfindlichen Fotode- 
tektor, z. B. einem Foto-Multiplier, nachgewiesen. Derartige 55 
Gerate sind als LabormeBsysteme fur Anwendungen in der 
molekularbiologischen Forschung ausgelegt Das Detekti- 
ortslimit liegt im Bereich von wenigen Molekiilen pro urn 2 
bis zu ca. 100 um 2 . Die Scannzeiten liegen bei.ca. 2 bis 4* . 
.Minuten. '60 

Den bekannten MeBgeraten ist gemeinsam, daB sie den 
Biochip (allein) nach abgeschlossener Hybridisierung aus- 
werten. Eine in-situ-Erfassung der Reaktion (Hybridisie- 
rung) zwischen den DNA-Sequenzen in der Probe und. den 
komplementaren DNA-Einzelstrangen auf dem Biochip ist 
dabei nicht moglich. 

Fur eine Reihe von Anwendungen ist es aber auch inter- 
essant, den zeitlichen Verlauf der Hybridisierung direkt zu 
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beobachten. Dies ist mit den vorerlauterten, im praktischen 
Einsatz befindlichen Geraten nicht moglich, da in alien Fal- 
len die an der Oberflache gebundenen Fluorochrome Yon 
der Chipoberseite beieuchtet werden. Die Echtzeit-Messung 
erfordert im Gegensatz dazu eine Detektion in Anwesenheit 
der Probe. Die Probe mit den Substanzen, insbesondere 
DNA-Sequenzen (es sind aber auch andere biologische oder 
chemische Substanzen in gleicher Weise durch Beobach- 
tung der Reaktion mit Komplementar-Agenzien auf dem 
Reaktionstrager nachweisbar) kann sich z. B. in einer HuB- 
zelle auf der Oberseite des Biochips befinden. 

Eine Einstrahlung des Anregungslichtes durch die FluB- 
zelle hindurch oder Yon der Unterseite des Biochips her 
wiirde wegen der Anregung von Ruorochromen in der 
Probe eine sehr hohe Untergrundintensitat erzeugen und da- 
mit die Auswertung der Reaktion auf der Oberseite des Bio- 
. chips,, die mit hoher. Ortsauflosung erfolgen muB, betracht- 
lich erschweren oder gar urimoglich machen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren und eine Einrichtung der eingangs genannten Art zu 
verbessern derart, daB in einfacher Weise und ohne hohe 
Anforderungen ah die Probenvorbehandlung eine prazise 
Detektion von Substanzen in einer Probe mit Hilfe eines Re- ' 
aktionstragers mit hoher Ortsauflosung erfolgen kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgernaB durch ein Verfah- 
ren der eingangs genannten Art gelost, bei dem die Substan- 
zen mit MeBpunkten auf einem planaren Lichtwellenleiter 
eines Reaktionstragefs, insbesondere eines . Biochips, in 
' Kontakt gebracht werden, wobei diese MeBpunkte durch 
mit den Substanzen reagierende Komplementar-Agenzien . 
gebildet sind, die dort irnmobiiisiert sind und wobei die An- 
regung von an die Substanzen und/oder Komplementar- 
Agenzien gebundenen, fiuoreszierenden Fjarbstoffen zur 
Emission von Ruoreszenzlicht durch das evaneszente Feld 
des in den planaren Lichtwellenleiter eirigekoppelten Anre- 
gungslichtes erfolgt, wobei eine Detektion des Huoreszenz- 
lichtes in def Umgebung des ' Reakuons.tr agers erfolgt oder 
das Anregungslicht aus der Umgebung des Reaktionstragers 
diesen beieuchtet und im letzteren Falle das im Bereich des 
Evaneszentfeldes.des Anregungslichtes befindliche Ruores- 
zenzlicht, emittiert von den an der Qberflacbe des planaren 
Lichtwellenleiters gebundenen fiuoreszierenden Stofifen in 
den Lichtwellenleiter eingekoppelt und in diesem gefuhrt 
so wie zu einem Detektor geleitet wird 

. Ein solches Verfahren ermoglicht eine sehr einfache Aus- 
legung des Reaktionstragers, insbesondere Biochips, durch 
Beschichten ekies transparenten Korpers mit einer hochbre- 
chenden planaren Wellenleiterschicht und gestattet eine ein- 
fache Analysevorrichtung, bei der z. B. eine die Probe en t- 
haltende RuBzelle (oder eine Kuvette oder sonstiger statio- 
narer Probenkorper) in abdichtenden Oberflachenkontakt 
mit dem Reaktionstrager, insbesondere Biochip, gebracht 
wird, dessen Oberflache zumindest im wesentlichen als pla- 
narer Wellenleiter ausgebildet ist und das Anregungslicht, 
das an einem Ende des planaren Wellenleiters in diesen ein- 
gekoppelt wird, fuhrt-, wobei das vomevaneszenten Feld des 
Anregungslichtes angeregte Ruoreszenzlicht dUrch. den 
transparenten Tragerkorper hindurch an der dem planaren 
Wellenleiter und der RuBzelle gegeniiberliegenden Seite 
des. Reaktionstragers bzw. Biochips durch eine, vorzugs- 
weise einen Filter enthaltende Abbildungsoptik erfafit und 
einem zugehorigen ortsauflosenden Detektor, z. B! einem 
Foto-Multiplier oder einer CCD-Kamera zum Auslesen des 
Reaktionstragers, insbesondere Biochips, zugefuhrt wird. 

Hierbei werden samtliche MeBpunkte auf der Oberseite 
des planaren Wellenleiters des Reaktionstragers bzw. Bio- 
chips gleichzeitig durch das evaneszente Feld des in den pla- 
naren Lichtwellenleiter eingekoppelten Anregungslichtes 
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zur RuoreszenzHchtemission in Verbindung mit einer Reak- . senden Detektor erfaBt wird oder aber in umgekehrter Weise 
tion zwischen den immobilisierten' Agenzien auf der Chip- die Anregung der gebundenen Ruorochrome zur Emission 
Oberflache, wie z. B. DNA-Einzelstrangen und den nachzu- von Ruoreszenzlicht durch frei in Richtung auf das MeBfeld 
weisenden Substanzen in der Probe, wiez. B. denDNA-Se- aus der Umgebung des Lichtwellenleiters auf diesen ge- 
quenzen, angeregt 5 strahltes Anregungslicht erfolgt (wobei samtliche Fluoro- 

In einer alternativen Ausfuhrungsform des erfindungsge- chrome - auch die nicht gebundenen - angeregt werden), je- 
maBen Verfahrens kann das Anregungslicht auch von der doch nur dann das Ruoreszenzlicht der gebundenen Ruoro- 
Umgebung, z. B. der Gegenseite des Reaktionstragers, wie chrome, das im Bereich des Evaneszentfeldes des Anre- 
z. B. Biochips, her durch einen transparenten Abschnitt des- . gungslichtes liegt, in den planaren Lichtwellenleiter einge- 
selben in den Wellenleiter im moglichen Reaktipnsbereich 10 koppelt und in diesem dann das Ruoreszenzlicht gefuhrt 
zwischen den die MeBpunkte bildenden Agenzien auf der und einer Detektion entweder uber eine Auswerteoptik oder 
Oberflache des planaren Wellenleiters und den Substanzen auch direkt am Ende des planaren Lichtwellenleiters zuge- 
in der Probe eingestrahlt werden, wobei zwar alle, d. h. auch fuhrt wird, wobei eine Scanneinrichtung vorgesehen ist, urn 
die gelosten und die gebundenen Ruorochrome durch das eine Relativbewegung zwischen dem Anregungslichtstrahl 
Anregungslicht zur Ruoreszenz angeregt werden, jedoch 15 und den MeBpunkten in zwei Achsen hervorzurufen. 
nur das von den nahe der Oberflache des planaren Lichtwel- Die eine Methode ist praktisch die Umkehrung der ande- 

lenleiters gebundenen Fluorochromen emittierte Ruores : ' ren, da entweder das Anregungslicht in dem planaren Licbt- 
zenzlicht in den planaren Lichtwellenleiter eingekoppeit wellenleiter gefuhrt wird oder das emittierte Ruoreszenz- 
wird und in den planaren Lichtwellenleiter eingekoppeit licht der gebundeaen Ruorochrome in dem planaren Licht- 
wird und das in dem planaren Wellenleiter gefiihrte Ruores- 20 wellenleiter gefiihrt wird. 

zenzlicht an zumindest einer Seite des Lichtwellenleiters . , Weitere, bevorzugte Ausgestaltungen des Erfindungsge- 
z. B. iiber eine. einen Filter enthaltende Abbildungsoptik genstandes sind in deh ubrigeri Unteranspruchen dargelegt 
ausgelesen und z. B. einem Eoto-Multiplier als Detektor zu- Durch die Erfindung ist eine einfache "in-situ'-Auslesung 

gefuhrt wird. Es konnte jedoch auch ein Detektor mit der von Reaktionstragern, insbesondere von Biochips zur Erfas- 
Endflache des Lichtwellenleiters (ohne Abbildungsoptik) 25 sung von DNA-Sequenzen, die rnit auf der Oberflache des 
gekoppelt werden. Es konnte jedoch auch ein Detektor di- Biochips, d. h. des plan^re Wellenleiters immobilisierten 
rekt mit der Endflache (Chipkante) gekoppelt werden, vor- komplemenaren DNA-Einzelstrangen kombinieren (hybri- 
zugsweise unter Vermittlung eines Interferenzfilters. disieren) moglich, wobei die Anregung der gebundenen 

In diesem Fall wird eine linienmaBige Erfassuiig der Ruorochome durch das evaneszente Feld des Anregungs- 
MeBpunkte (Scannen durch eine Scanneinrichtung) unter 30 lichtes zu einer erhohten Auswertesicherheit und Zuverlas- 
Bewegung des Reaktionstragers bzw. Biochips bzw. des ein- sigkeit und Ernpfindlichkeit der Detektion fuhrt . 
gestrahlten Anregungslichtes relativ zueinander vorgenom- Die Erfindung wird . nachstehend anhand von Ausfuh- 

men. rungsbeispielen und zugehoren Zeichnungen naher erlau- 

Die vorgenannte Aufgabe wird femer durch eine Einrich- tert. In diesen zeigen: 
tung der eingangs genannten Aft gelost, bei der der.Reakti-. 35 Fig. la einen Biochip in schematischer perspektivischer 
onstrager, insbesondere Biochip, an seiner Oberseite einen Darstellung, 

planaren Lichtwellenleiter, auf dem sich MeBpunkte mit . Fig. lb einen Ausschnitt des Biochips nach Fig. la fur ei- 
Komplementar- Agenzien befinden, aufweist, wobei sich die nen MeBpunkt einer Oberflache mit immobilisierten DNA- 
. hochbrechehdeSchicht des planaren Wellenleiters vorzugs-. Einzelstrangen, 
weise auf einem transparenten; Korper erstreckt und die 40 Fig. lc eine schematische Darstellung der Zugabe der 
Komplementar- Agenzien vorgesehen sind, um mit Substan- Probe mit den zu analysierenden DNA-Sequenzen zu dem 
zen in einer Probe,' die auf den planaren Wellenleiter auf- MeBpunkt nach Fig. la und Darstellung der komplemen- 
bringbar ist, in Interaktion zu treten, und wobei Anregungs- taren Interaktion zwischen den immobilisierten DNA-Ein- 
. licht zur gleichzeitigen Anregung der MeBpunkte entweder - zelstrangen nach 51 gi lb und den in der Probe enthaltenen 
in den planaren Lichtwellenleiter zur Anregung von Ruo- 45 DNA-Sequenzen (Hybridisierung), 

reszenzlicht eingekoppeit und in diesem gefuhrt wird, wobei . Fig. 2 eine schematische Darstellung eines planaren Wei- 
das durch das evaneszente Feld des eingekoppelten Anre- . lenleiters mit Intensitatsverteilung des gefuhrten Lichtes so- 
gungslichtes angeregte Ruoreszenzlicht vorzugsweise einer wie auf dessen Oberflache befindlichen immobiHsierten 
Auswerteoptik in der Umgebung des planaren Wellenleiters, DNA-Einzelstrangen, 

insbesondere an der gegemiberliegenden Seite des Reakti- so Fig. 3 eine schematische Darstellung einer MeB- cxier 
onstragers sowie einem. mit dieser verbundenen ortsauflo- Analyseeinrichtung zum Auslesen eines Biochips nach ei- 
senden Detektor zugefuhrt ist, oder wobei der planare Licht- nem ersten Ausfuhrungsbeispiel und 

wellenleiter mit dem Anregungslicht bestrahlt wird und das Fig. 4 eine schematische Darstellung einer Einrichtung 

im Bereich des Evaneszentfeldes emittierte Ruoreszenzlicht • zum Auslesen eines Biochips nach einem weiteren Ausfuh- 
der nahe. der Oberflache des Wellenleiters verbihdlichen 55 rungsbeispiel. - 4 . 

Ruorochrome in den planaren Lichtwellenleiter eingekop- Als Ausfuhrungsbeispiel des Verfahrens und der Einrich- 

pelt und in diesem gefuhrt sowie einer an diesen angeschlos- tung, die den Gegenstand der vorliegenden Patentanmel- 
senen Erfassungseinrichtung, Z. B. iiber eine Auswerteoptik dung bilden, wird die Gestaltung und das Auslesen eines 
und einen Detektor erfaBbar ist. Biochips gewahlt, wie er fiir die Analyse von DNA-Sequen- 

Das Wesen der Erfindung besteht darin, daB die Anregung 60 zen, die sich in einer Probe befinden und zur Analyse der 
der gebundenen, die Anwesenheit der zu detektierenden Nukleinsauren mit einer Oberflache eines Biochips in Kon- 
. Substanz signalisierenden Ruorochrome zur Emission von takt gebracht werden, verwendet wird. 
Ruoreszenzlicht entweder durch das Evaneszentfeld des in Selbstverstandlich ist dies nur ein Ausfuhrungsbeispiel 

den planaren. Lichtwellenleiter eingekoppelten und in die- und konhen hier auch andere molekularbiologische, biologi- 
sem gefuhrten Anregungshchtes erfolgt, wobei das emit- 65 sche und/oder chemische Substanzen, wie z.B. Gene und 
tierte Ruoreszenzlicht dann entweder oberhalb oder unter- Antikorper detektien werden. 

halb des planaren Lichtwellenleiters, gegebenenfalls iiber In Fig. la ist in schematischer Darstellung ein solcher 

eine Auswerteoptik und einen' Filter durch einen ortsauflo- Biochip 1 gezeigt, der ein kleines Plattchen bildet, auf des- 
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sen Oberflache eine Vielzahl von Nukleinsauren 11 in ein- 
zelnen MeBpunkten 10 immobilisiert sind. An jedem einzel- 
nen MeBpunkt 10 befindet sich ein Oligonukleotid mit einer 
definierten Basenseqiienz. Dies ist in Fig. lb dargestellt. In 
Fig. 1c sind die zu analysierenden Nukleinsauren der zu un- 5 
tersuchenden Probe mit 12 bezeichnet und durch einen Pfeil 
ist angedeutet, daB diese in Kontakt gebracht werden, mit 
den komplementaren Nukleinsauren 11, die sich im MeB- 
punkt 10 befinden. Da jeder Einzelstrang eines Nukleinsau- 
rernolekuls 11 mit seinem komplementaren Strang 12 (s. 
Fig. lb) eine Bindung eingeht (Hybridisierung), erhalt man 
nach Prufung der einzelnen Mefipunkte 10 hinsichtlich der 
Anbindung von Probenmolekiilen 12 eine Aussage liber die 
in der Probe vorhandenen DNA-Sequenzen 12. Die hybridi- 
sierten DNA-Sequenzen sind in Fig. lc mit 13 bezeichnet. 

Fig. 2 verdeutlicht schematisch die Ausbildung des Bio- 
chips 1, bestehend aus einem iransparenten Grundkorper la 
und einem planaren Lichtleiter lb, der die hochbrechende, 
lichtleitende Schicht auf dem transparenten Substrat la bil- 
det 

In dieser Darstellung ist die Einkopplungsvorrichtung fur 
das gefuhrte Anregungslicht nicht gezeigt. Auf der Ober- 
seite des Lichtwellenleiters lb befinden sich die MeBpunkte 

10, gebildet durch die komplementaren DNA-Einzelstrange 

11. Die zu detektierenden DNA-Sequenzen 12 der Probe 
sind mit Fluorochromen, d. h. fluoreszierenden Farbstoffen, 
markiert, so daB immer dann, wenn diese mit dem auf dem 
planaren Lichtwellenleiter lb immobilisierten, komplemen- 
taren DNA-Strang 11 hybridisieren, eine Markierung dieser 

: Hybridisierung auf der Oberflache des planaren Lichtwel- 
lenleiters lb erfolgt. 

Es ist jedoch auch moglich, die immobilisierten komple- 
mentaren Einzelstrange 11, die den MeBpunkt 10 bilden, 
fluoreszenzfarblich zu markieren. Nach Hybridisierung wer- 
den die so gebundenen Fluorochromen z. B. durch das eva- 
neszente Feld von in dem planaren Lichtwellenleiter. lb ge- 
fuhrten Anregungslicht zur Emission von Fluoreszenzlicht 
angeregt. Da die Intensitat des Evaneszentfeldes in einem 
Abstand von ca. 50 nm auf die Halfte des Wertes an der Wel- 
lenieiteroberflache abgefallen ist, werden nahezu aus- 
schUeBlich die an der Oberflache angebundenen Ruores- 
zenzf arbstbffe nachgewiesen. Die Intensitatsverteilung des 
gefuhrten Lichtes ist in Fig. 2 rnit 2 bezeichnet. 

Es sind jedoch auch stationare Substanzbereitstellungen 
in Kuvetten oder Probenbehaltem moglich. 

Mit der Anregung der MeBpunkte 10 durch Einkopplung 
von Anregungslicht in den planaren Lichtwellenleiter lb ge- 
maB Fig. 2 wird eine gleichzeitige Anregung samtlicher 
MeBpunkte 10 erreicht. 

Fig. 3 zeigt in schematischer Darstellung eine Einrich- 
tung zum Auslesen eines Biochips 1, der eine Konnguration 
aufweist, wie sie in Fig. 2 dargestellt ist. Der Biochip 1 be- 
steht - wiederum aus dem transparenten Substrat la und der 

; auf das Substrat aufgebrachten hochbrechenden Beschich- 
tung als planarer Lichtwellenleiter lb. Die Rander lc des 
Biochips 1 bleiben auBerhalb der Wellenleiterstruktur. Der 
Lichtwellenleiter tragt ein Feld von MeBpunkten 10 und das 
Anregungslicht 4 wird uber ein Koppelgitter 5 in den Licht- 
wellenleiter lb eingekoppelt und in diesem gefuhrt. Die 
MeBpunkte 10 sind so ausgebildet, wie dies anhand der Fig. 
lb' und Fig. 2 erlautert wurde. Zur Analyse von DNA-Nu- 
kleinsauren in einer Probe wird diese Probe hier beispiels- 
weise in einer FluBzelle 6 und durch diese hindurchgefuhrt, 
wie dies durch die Stromungspfeile 6a, 6b angedeutet isL 
Die RuBzelle 6 wird abgedichtet auf den Lichtwellenleiter 
lb aufgesetzt und umgibt das MeBfeid mit den MeBpunkten 
10 rahmenartig und fluiddicht, so daB die Probe mit alien 
MeBpunkten 10 zur moglichen Hybridisierung in Wechsel r 
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wirkung treten kann. Die Detektion der durch das Evanes- 
zentfeld des Anregungslichtes angeregten Ftuoreszenzstrah- 
lung 7 erfolgt z. B. mittels einer Abbildungsoptik 8 in Ver- 
bindung mit einem (hier nicht gezeigten) Filter und einem 
ortsaufl6senden Detektor 9, wie z. B. einer DDC-Kamera 
oder einem Foto-Multiplayer. Die Detektion kann aber auch 
durch Abstrahlung des Ruoreszenzlichtes nach oben ober- 
halb des Wellenleiters lb erfolgen. 

Auf diese Weise ist eine "in-situ-Erfassung rt der Hybridi- 
sierung und eine parallele Auslesung des Biochips 1 mit al- 
ien MeBpunkten 10 gleichzeitig moglich. Zugleich erfolgt 
eine selektive Anregung der gebundenen Fluorochrome in 
den MeBpunkten. Durch dieses MeBprinzip. ist daher ohne 
besondere Proberivorbereitung eine mit groBer Genauigkeit 
15 hinsichtlich der Ortsauflosung und auch hinsichtlich der 
Prasenz von hybridisierten Nukleinsauren eine sehr schnelle 
Aus wertung und Detektion des Biochips 1 moglich. 

BekanntermaBen muB bei einer Analysenanordnung nach 
Fig. 3 zusatzlicher Auf wand fur die Einkopplung des Anre- 
20 . gungslichtes 4 in den Wellenleiter lb (hier uber ein Gitter 5) 
getrieben werden. Einerseits werden somit zusatzliche Pra- 
parationsschritte bei der Herstellung des Biochips 1, ande- 
rerseits sind Justiervorrichtungen in der optischen Anord- 
nUng zwischen AnregungsKchtquelle (LaserqueUe) und 
25 Biochip erforderlich. Die damit einhefgehende Erhohung 
der Biochipkosten, die als Verbrauchsmaterial problema- 
tisch ist, kann dadurch vermieden werden, daB eine MeB- 
und Analysenanordnung nach der schematischen Darstel- 
lung gemaB Fig. 4 verwendet wird, bei der eine Anregung 
30 der Fluoreszenz auf der Oberseite des Lichtwellenleiters lb 
z: B. von der Ruckseite des Biochips 1 und damit von der 
gegenuberiiegenden Seite in B.ezug auf die RuBzelle-\6 er- 
folgt, aber eine Detektion des von den gebundenen Fluoro- 
chromen efnittierten Fluoreszenzlichtes durch Einkopplung 
35 desselben in den planaren Wellenleiter lb Yorgesehen wird. 
. Zur Losung wird das von einer Laserstrahlquelle emit- 
tierte Anregungslicht vorzugs weise uber eine Ablenkeinheit 
14 auf einen. Umlenkspiegel 15 und von dort in den Wellen- 
leiter lb im Bereich des MeBfeldes der MeBpunkte 10 ge- 
40.. fuhrt, an dem sich z. B. die RuBzelle 6 befindet. Hierbei fin- 
. det mit einer Scanneinrichtung eine zweiachsige Relativbe- 
wegung zwischen Anregungslichtstrahl und Biochip statt. 
Auch in diesem Fall wird 4urch den planaren Wellenleiter 
lb eine Trennung von angebundenen und gelosten Ruoro- 
45 chromen erreicht, da nur das im Bereich des Evaneszentfel- 
des des Anregungslichtes 4 emittierte Huoreszenzlicht 7 
auch in den planaren Wellenleiter lb eingekoppelt und an- 
schlieBend detektiert wird. Die gelosten Ruorochrome er- 
zeugfcn keine Untergrundintensitat, da dieses Licht nicht an 
50 die Erfassungseinrichtung herangefiihrt wird, sondern nur 
das in dem planaren Wellenleiter lb gefuhrte Ruoreszenz- 
licht der. gebundenen Ruorochrome. Die Stromungspfeile 
6a, 6b geben wiederum den ProbenfluB durch die FluBzelle 
6 ah, wahrend die Abbildungsoptik 8 mit Filter im AnschluB 
55 . an den planaren Lichtwellenleiter lb dargestellt ist, wobei 
als ortsauflosender Detektor hier ein Foto-Multiplier ver- 
wendet wird; 

-Da bei diesem Ausfuhrungsbeispiel eine zeilenweise 
• . Auslesiing erfolgen muB, wird der Biochip 1 in Pfeilrich- 
60 tuhg A, wie angegeben, entsprechend bewegt. 

Gegebenenfalls kann auch auf der anderen Seite des Wel- 
lenleiters eine Erfassungseinrichtung mit Auswerteoptik, 
Filter und Foto-Multiplier zur Erfassung des auf der anderen 
Seite aus dem Lichtwellenleiter lb austretenden Ruores- 
65 zenzlichtes vorgesehen sein oder der Detektor kann direkt 
an die Kante des Lichtwellenleiters lb angekoppelt sein. 
Als Lichtwellenleiter kann auch unmittelbar eine Gias- 
• platte verwendet werden, die selbst den Reaktionstrager und 
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zugleich planaren Lichtwellenleiter bildet. In diesem Fall 
kann eine separate, den Lichtwellenleiter bildende Be- 
schichtung eines Substrats entfallen. 

Die erflndungsgemaBe Losung gestattet die Real-Ume- 
Messung und Auswertung von Biochips oder auch von an- 5 
deren Reaktionstragern, auf deren rnit einem planaren Wel- 
lenLeiter beschichteten Oberseite durch Reaktion Analysen 
von Substanzen in Proben bewirkt werden. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Einrichtung 
zur Bestimmung von Substanzen, wie z. B. DNA-Sequen- 10 
zeh, in einer Probe, wobei gleichzeitig zu einer Reaktion der 
in der Probe enthaltenen, zu analysierenden Substanzen mit 
Komplementar-Agenzien auf einem Reaktionstrager eine 
Anregung derselben zur Ruoreszenz mittels des evaneszen- 
ten Feldes eines Anregungslichtes erfolgt und der Reakti- 15 
onstrager auf seiner Oberseite einen planaren Lichtwellen- 
leiter aufweist, auf dem sich die immobilisierten Komple- 
mentar-Agenzien befinden und entweder das Anregungs- 
licht oder das durch das evaneszente Feld desselben ange- 
regte Ruoreszenzlicht in dem planaren Lichtwellenleiter auf 20 
der Oberseite des Reaktionstragers gefuhrt werden, wobei 
das Fluoreszenzlicht vorzugs weise iiber eine Abbildungsop- 
tik einem zugefuhrt ist. 

Patentanspriiche " 25 

1. Verfahren zur Bestimmung von Substanzen (12), 
wie z. B. DNA-Sequenzen, in einer Probe, wobei die 
Substanzen (12) mit MeBpunkten (10) auf einem plana- 
ren Lichtwellenleiter. (lb) eines Reaktionstragers (1), 30 
wie" z. B. eines Biochips, gebildet durch mit den Sub- 
stanzen (12) reagierenden Komplementar-Agenzien 
(11), wie z. B. komplementaren DNA-Einzelstrangen, 

in Kontakt gebracht werden und die Komplementar- 
Agenzien (11) auf der Oberflache des planaren Licht- .35 
wellenleiters (lb) des Reaktionstragers (1) immobili- 
siert sind und die Anregung von an die Substanzen (12) 
uridVoder Komplementar-Agenzien (11) gebundenen, 
fluoreszierenden Farbstoffen im Bereich der Oberfla- 
che des planaren Wellenleiters (lb) zur Emission von 40 
Fluoreszenzlicht (7) durch das evaneszente Feld von in 
den planaren Lichtwellenleiter (lb) eingekoppeltem 
Anregungslicht (4) und Detektion des emittierten Ruo- 
reszenzlichtes in der Umgebung des Lichtwellenleiters 
(lb) oder durch Anregungslicht (4) aus der Umgebung 45 
. des planaren Lichtwellenleiters (lb) erfolgt, wobei das . 
von den gebundenen fluoreszierenden Farbstoffen 
emittierte Fluoreszenzlicht im Bereich des evaneszen- 
ten Feldes des Anregungslichtes in den planaren Licht- 
wellenleiter eingekoppelt und durch den Lichtwellen- 50 
leiter (lb) einem Detektor zugefuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Anregungslicht (4) in den planaren Wel- 
lenleiter (lb) mittels einer optischen Einrichtung, wie 

z. B. einem Gitter (5), eingekoppelt wird. 55 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fluoreszenzfarbstoffmarkierte DNA-Se- ■ 
quenzen (12) mit komplementaren DNA-Einzelstran- 
gen (11) auf dem planaren Lichtwellenleiter (lb) hybri- 
disieren und unter Anregung durch das Evarieszentfeld 60 
des Anregungslichtes (4) das Ruoreszenzlicht (7) emit- 
tieren, das in der Nahe des Lichtwellenleiters (lb) de- 
tektiert wird, oder unter dem EinfluB von zu dem Licht- 

. wellenleiter gestrahltem Anregungslicht (4) Ruores- 
zenzlicht emittieren, das im Bereich des Evaneszentfel- 65 
des des Anregungslichtes in den planaren Lichtwellen- 
leiter (lb) eingekoppelt und in diesem zu dem Detektor 
(9) gefuhrt wird. 
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4. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehen- 
den Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
mit Hilfe des in den planaren Lichtwellenleiter (lb) 
eingekoppelten Anregungslichtes (4) eine gleichzeitige 
Anregung alter MeBpunkte (10) erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- • 
net, daB das Ruoreszenzlicht (7) der zu den DNA-Se- 
quenzen (12) in der Probe komplementaren DNA-Ein- 
zelstrange (11) vorzugsweise mittels einer einen Filter 
(8a) enthaltenden Abbildungsoptik einem ortsauflosen- 
den Detektor (9) oberhalb oder unterhalb des Biochips 
(1) oder auf der Seite zum Auslesen des Biochips (1) 
zugefuhrt wird. - . 

6. Verfahren nach zumindest einem der vorhergehen- 
den Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Anregungslicht (4) von einer Riickseite des Reakti- 
onstragers, insbesonere Biochips (1), eingestrahlt und 
das vom Anregungslicht (4) angeregte Ruoreszenz- 
licht (7). in dem im Bereich. des evaneszenten Feldes 
des Anregungslichtes planaren Lichtwellenleiter (lb) 
eingekoppelt und gefuhrt und zumindest einem Detek- 
tor (9) vorzugsweise nach Durchgang durch eine einen 
Filter (8a) enthaltende Abbildungsoptik (8) zugefuhrt 
wird. 

. 7 . Einrichtung zur Analyse einer Probe auf Substanzen 
(12) mit einem Reaktionstrager (1), insbesondere Bio- 
chip, dessen Oberflache mit den Substanzen (12) rea- 
gierende Komplementar-Agenzien (11) aufweist, die 
MeBpunkte (10) auf einem planaren Lichtwellenleiter 
(lb) des Reaktionstragers (1) bilden, mit einer Licht- 
quelle (3) zur Einkopplung eines Anregungslichtes (4) 
in den planaren Lichtwellenleiter (lb) oder zur Be- 
leuchtung des Lichtwellenleiters (lb) aus der "Umge- 
bung desselben, zur Anregung der Emission eines 
Rudreszenzlichtes (7) von Ruorochromen in Abhan- 
gigkeit von der Reaktion der Substanzen (12) der Probe 
mit den Komplementar-Agenzien (11) des Reaktions- 
tragers (1) urid mit einem Detektor (9) zum Erfassen 
des von den auf der Oberflache des Lichtwellenleiters 
(lb) gebundenen Ruorochromen emittierten Ruores- 
zenzlichtes entweder nach Einkopplung und Fuhrung 
desselben in dem planaren Lichtwellenleiter oder nach 
Emission des Ruoreszenzlichtes, angeregt von in dem 
Wellenleiter gefuhrten Anregungslicht in die Umge- 
bung des Lichtwellenleiters (lb), durch einen ortsauflo- 
senden Detektor angeordnet in der Umgebung des pla- 
naren Lichtwellenleiters (lb). 

8. Einrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Anregungslicht (4) in eine Endflache 
des planaren Wellenleiters (lb) eingekoppelt ist. 

9. Einrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Anregungslicht (4) uber eine Kopp- 
lungseinrichtung, insbesondere ein Koppelgitter (5), in 
den planaren Lichtwellenleiter (lb) eingekoppelt ist. 

10. Einrichtung nach zumindest einem der Anspriiche 
7 bis 9, dadiireh gekennzeichnet, daB der Detektor (9) 
vorzugsweise unter Einsatz eines Filters (8a) entweder 
oberhalb oder unterhalb des Reaktionstragers (1), Ins- 
besondere Biochips, vorgsehen ist. . 

11. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
henden Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Detektor (9) zur Erfassung des in dem planaren 
Lichtwellenleiter (lb) gefuhrten Ruoreszenzlichtes (7) 
an einer Endflache des planaren Lichtwellenleiters 
■ (lb), vorzugsweise unter Vermitflung einer einen Filter 
. (8a) enthaltenden Abbildungsoptik (8) oder direkt an 

einer Kante- des Reakdonstragers, insbesondere Bio- 
chips, angeordnet ist. 
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12. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
henden Anspriiche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Probe durch eine RuBzelle (6) gefuhrt oder sta- 
tionar in einer Kuvette oder einem Probenbehalter in 
abdichtender Verbindung im Bereich der MeBpunkte 5 
auf der Oberflache des planaren Lichtwellenleiters (lb) 
des Reaktionstragers (1) vorgesehen ist. 

13. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
henden Anspriiche 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Reaktionstrager ein Biochip (1) mit einem pla- 10 
naren Lichtwellenleiter (lb) auf seiner Oberseite ist, 
der die MeBpunkte (10) tragt. 

14. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
henden Anspriiche 7. bis 13, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Reaktionstrager (1) eine Glasplatte ist, die 15 *. 
selbst den planaren Lichtwellenleiter (lb) bildei. 

15. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
henden Anspriiche 7 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Anregungslicht (4) von einer Ober- oder Unter- 
seite des Reaktionstragers (1), insbesondere Biochips, 20 
her auf diesen fallt und daB von den an der Oberflache 
des planaren Lichtwellenleiters (ib) gebundenen Ruo- 
.•rochromen emittierte Ruoreszenzlicht (7) im Bereich 
des evaneszenten Feldes des Anregungslichtes (4) in 
den planaren Lichtwellenleitern (lb) eingekoppelt und 25 
in diesem gefuhrt und durch die Erfassungseinrichtung 
(8, 9), die an zumindest einer Endflache des planaren 
Lichtwellenleiters (1) angeordnet ist, erfaBbar ist. 

16. Einrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Erfassungseinrichtung vorzugsweise 30 
eine Abbildungsoptik (8). mit einem Filter (8b) sowie . 
einen Detektor -(9), z. B. Foto-Multipher. oder CCD- 
Kamera, aufweist. 

17. Einrichtung nach zumindest einem der vorherge- 
. henden Anspriiche 7 bis 165, dadurch gekennzeichnet, 35 

daB eine Scanneinrichtung zum Auslesen des Reakti- 
onstragers (1), insbesondere Biochips, vorgesehen und 
der Reaktionstrager (1) und/oder das Anregungslicht 
aus der Umgebung des Reaktionstragers (1) relativ zii. 
diesem in zumindest einer Ebene bewegbar ist. 40 



Hierzu 4 Seite(n) Zeichnu'ngen 



60 



65 



2EICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer 
Int CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19947 616 A1 
G 01 N 21/64 

3. Mai 2001 




-o 












CD 




JQ 




O 


o 


>- O) 


V 


n <— 








O >— 

•a .9> 




a> '.«2 








ro "R 




a) -9 








N X 






.cb 
LC 



,ch> 




o 
o 

'CQ 



102018/322 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummen 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19947 616 A1 
G 01 N 21/64 

3. Mai 2001 




\ 



102 018/322 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer. 
IntCI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19947 616 A1 
G 01 N 21/64 

3. Mai 2001 



CO 




102 018/322 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19947 616 A1 
G01 N 21/64 

3. Mai 2001 




102 018/322 



